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健常人の尿試料の分析例を示す。図中のピーク2 ， 4 ， 7 ， 8および9はそれぞれキシロース、
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Lyophilized n∞-dialyzable fractiα1 of urine (ca. 1 mg) 
{ぽ hcxosamines fαaldoses 加d uroIﾚC acid 
1. hydrolysis in 4 M HO (2α) 凶) 1. hydrolysis in 2 M 1FA (2∞凶)
for 6 h at 1∞℃ fぽ 6hrat H.xrc 
2. evaporation to dryness 2. evaporation to 金戸less
H ydrol ysate Hydrol ysate 
1. a似itiωofO.1M Ba(Nﾛ2)2 (1∞凶)
and 0.1 M H2Sﾜ4 (75 凶)
2. standing for 1 hr at OOC 
3. evaporation to dryness 
Deamination procluct 
1. a似iti∞ ofaqueous solution of 3-0・methyl-
glucose (intemal stanぬrd)
2. cen凶fugation
3. eva戸:xati∞ of山e su戸rnat加tto dryness 
4. addition of2: 1 (by vollﾟJle) mixture (20 凶)
ofe白血le山iol and 1下A
5. standing flα10 min at 250C 
6. addition of pyridine (50 凶)，hexamethyldisilazane 
(1∞凶)加dchlorl悦rime出ylsilar詑 (50 凶)
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Fig. 2. Typical gas chromatogram obtained for (a) the component aldoses and uronic acid 
and (b) the component hexosamines in the total non-dialyzable glycoconjugates from a norｭ
mal urine sample. The component aldoses and uronic acid were analysed as their trimethylｭ
silylated diethyldithioacetals. The component hexosamines were selectively converted to 
their 2 ， 5 ・anhydrohexoses with nitrous acid and analysed as the trimethylsilylated diethyl. 
dithioacetals of the latter , together with the derivatives of the remaining aldoses and uronic 
acid. Peak assignment: 1 "glucosamine , 2 = xylose , 3 = galactosamine , 4 = fucose , 5 = 3 ・0 ・
methylglucose (intemal standard) , 6 = glucuronic acid , 7 = glucose , 8 = mannose , 9 = galacｭ
to田.
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分析の精度を調べる目的で、添加実験を行い回収率を算出した。 Table 1 に得られた結
果を示したが、 92 --105% と満足できる結果が得られた。また、 Table 2 には分析の再
10回繰返しにおいて、相対標準偏差は3.2 --5.2% の範囲に収まり、
この定量法はほぼ満足できるものであった。












Recoveries of the Monosaccharides 
Added to the Hydrolysate of the Non-Dialyzable Fraction of a Urine Sample 
15 6 7 8 9 10 
10J・ .2 門 TFA
o---e-<>-<>-ー勺ー-0-ー~ o 7 
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Fig. 3. Course of liberation of (a) the component aldoses and uronic acid and (b) the 
component hexosamines in the total non-dialyzable glycoconjugates from the same urine 
sample 錨 used in Fig. 1 ，踊 estimated from the peaks of their derivatives. 1 = Glucuronic 
acid , 2 ==ωactose ， 3 = mannose , 4 = fucose , 5 = gluωe ， 6 = xylo民 7 = glucosamine , 8 = 
galactosamine. 
ハU唱Eaa-




Precision in 山e Determination of the Component Monosaccharides 
in Total Non-Dialyzable Urinary Glycoco吋ugates
n = 10. 
Monosaccharide Amount of monosaccharide Coefficient of 
(nmol/mg) variation (%) 
Average 8.D. 
Xylose 10.3 0.37 3.6 
Fucose 47.5 1.57 3.3 
Galactose 109.7 3.51 3.2 
Glucose 23.9 1.12 4.7 
Mannose 45.6 2.23 4.9 
Glucuronic acid 401.5 20.9 5.2 
Galactosamine 42.5 2.17 5.1 


















Monosaccharide Compositions of Tυtal Non-Dialyzable Urinary Glycoconjugate 
for Normal Subjects はnd Cancer Patients 
Monosaccharide Cancer patien ts (n = 15) Normal subjects 
composition (1 = 16) 
Average 8.D. pm Average 8.0. 
t-test合
Amount of monosaccharide 
(nmol/mg) 
Xylose (Xyl) 10.5 6.8 <0.4 12.1 2.4 
Fucose (Fuc) 31.6 16.6 <0.005 54.4 18.4 
Galactose (Gal) 119.1 47.5 <0.6 127.4 29.6 
Glucose (Glc) 47.6 46.1 <0.1 25.1 10.5 
Mannose (Man) 50.5 19.2 <0.8 48.5 12.7 
Glucuronic acid (GlcUA) 184.6 127.3 <0.001 432.3 110.9 
Gala~tosamine (GalNH1) 31.3 14.8 <0.05 41.9 10.8 
Glucosamine (GlcNH1) 129.0 66.2 く 0 . 975 128.3 20.9 
Molar ratio 
Xyl/Gal 0.10 0.08 N8合合 0.10 0.03 
Fuc/Gal 0.27 0.07 <0.001 0.42 ﾛ'.08 
Glc/Gal 0.53 0.56 <0.05 0.19 0.06 
Man/Gal 0.45 0.10 <0.025 0.38 0.04 
GlcUA/Gal 1.52 0.86 <0.001 3.71 1.52 
GalNH1/Gal 0.27 0.08 <0.05 0.35 0.13 
GlcNH1/Gal 1.11 0.43 <0.9 1.08 0.39 
GalNH,/GlcNH1 0.26 0.09 <0.02 0.33 0.06 
合Aspin-Welch t-test was done to judge significant difference belween the average of inｭ
dividual cancer patients and that of individual normal subjects. 



















問、問、 L F\, _~3 ~ 
"' 恒どへ一一_.rI ~+ !I. I ~A 1 !I, ~~o'~凡ヘ、r人o . ~~o'ô へt{"'N
へ 九九へ



























Comparison of the Efficiencies of Clean-up 
by Solvent Extraction 
Remaining Recoveηof 
reagent glucose-2PMP 
Solvent (%) (%) 
Benzene 41 92 
Carbon tetrach10ride 46 86 
Chloroform 4 91 
Ethyl acetate 14 61 
n-Hexane 86 70 
Note. The amounts of reagent and glucose-2P恥1p used were 25μmol 佃d
l∞ pmol， respectively. 
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一一」
を Fig.4dに示700Cを越えると逆に副反応によるためか収率は低下した。 反応時間の影らびにグルコースのPMP誘導体(グルコース ー2PMP)の回収率をTab1e 4に示す。調査し
これらの結果よしたが、 30分の反応時間でグルコースー2PMPの生成量は一定に達した。クロロホルムが最も良い結果を与え、 1回の抽出でグルコースー2PMPのた溶媒のうち、
「実験の部」に示した標準操作を確立した。また、 本条件では反応液は弱アルカリ性り、グルコースー2PMPの回収率も 91% と良好であった。250倍量の試薬を96%除去できる上、
(pH 8 . 2 )を示したが、 反応過程での糖部分の異性化は観察されなかった。フコースタイプの異なるその他の単糖類であるキシロース、 N-アセチルグルコサミン、
高速液体クロマトグラフィーにおける分厳条件の検討第3項
得られた単糖類のPMP誘導体j昆合物について、種々の固定相および移動相を用いて分
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Fig. 4. Optimization of 出e conditions for precolumn 
labeling of glucose, as observed from the yield of gluｭ
cose-2PMP determined by UV detection. (a) Effect of 
叫kali concentration. Reagent concentration, 0.5 M; reｭ
action temperature, 70oC; reaction time, 30 min. (b) Efｭ
fect of reagent concentration. Concentration of sodium 
hydroxide, 0.3 M; reaction temperature, 70oC; reaction 
time, 30 min. (c) Effect of reaction temperature. 
Concentration of sodium hydroxide, 0.3 M; reagent 
concentration, 0.5 M; reaction time, 30 min. (d) Time 
co町se . Concentration of sodium hydroxide, 0.3 M; 
reagent concentration, 0.5 M; reaction temperature, 
70
o
C. Sample, glucose (1∞ pmol); column, Capcell 
Pak CI8 (4.6 mm i.d. , 25 cm); eluent, 22 v/v% acetoni・
trile in 0.1 M phospha臼 buffer (pH 7.0); flow rate, 1.0 
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0.5 M まで急速に上昇し、逆に
Concentratlon of acetonltrl le (v/v %) 
Fig.5.Effect of aCetonitdle concentration on retenuon(a)md resoluuon(b)of peaks-Eluent, 
0.1 M phospha旬 buffer (pH 5.0) containing acetonitrile. Other analytica1 conditions were 出e
same as those descdbed in Fig.4.Curves:l =mannose, 2=lyxose, 3=rhamIlose, 4=N-acetyl-
P恥os細ine， 5 = glucose, 6 = N叫etylg山ctos細ine ， 7 =似actose， 8 = arabinose, 9 = fucose 
Prurs: a =印刷ose/N-acetylglucosamine ， b = mannose/lyxose, c = a助inose/fuco払 d = Nｭ
ace叫lucosamine/gluco払 e = galactose/arabinose, f = lyxose/rhamnose, g = N-acetylgalac司
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アセチルグルコサミンの関が広くなり、分析に長時トリルの混合液を用いて検討した。 Fig.5にはpH 7.0でのアセトニトリル濃度の効果を
2 聞を要する。そこで移動相に 18%アセトニトリルを示す。アセトニトリルの濃度が増すほど各単糖誘導体の保持時聞が減少した(Fig. 5a)が、
含む0.1 M リン酸緩衝液(pH 7.0)を用いることにし各単糖誘導体の溶出順序が逆転することはなかった。 Fig . 5bにはアセトニトリル濃度と








6 しかし、他の単糖誘導体はいずれも理論段数ある。ラクトース (g)およびグルコース -N-アセチルガラクトサミン(h)など一部の組み合わせを







45 30 15 。でなく、メチルペントースではフコースの保持時間
Fig.7. Separation of the PMP 
derivatives of selected mυnosac­
charides, Eluen t, 18 v/v% aceｭ
toniLrile in 0.1 M phosphate 
buffer (pH 7.0); sample amount 
injected, 100 pmol each. Pe心E
assignment is as in Fig. 5. Other 
anaJytic剖 conditions were 出e
same as tbose in Fig. 4. 

































.Fig. 6. Effect of pH on retention (a) 創ld resolution (b) of peaks. Eluent, 22 v/v% acetoniLrile in 
0.1 M phosphate buffer. Otber anaJyticaJ conditions were 山e same as tbose in Fig. 4. Designaｭ







果、 5 ‘ 1000 pmolの範囲で良好な直線性が得られた。 S/N= 2としたときの検出下限は、
約 1 pmolであった。また、電気化学的検出器を用いれば、より広い範囲(0.5 -2000 
pmol)で直線性が得られた。この場合の検出下限は約100 fmolであった。
再現性:グルコースー2PMPの 10 pmol, 500 pmolおよび1000 pmolレベルでの再現性









酸中 1000C、 6時間、また、ヘキソサミン類については4M 塩酸中 1000C、 6時間加水分
解して単糖を遊離させた。遊離したヘキソサミンは飽和炭酸水素ナトリウム中で無水酢
酸を加えることにより再N-アセチルイじしたのち分析した。 Table 5には得られた定量値を





a b c d 
o 10 20 刃 t心 o 1020 3Ot() o 10 20 30 嶋 01020 30 ω 
E 1 utlOn t 川市e (mln) 
Fig.8. Analysis of constituent monosaccharides of human serum transferrin (a), calf serum feｭ
tuin (b), bovine submaxillary mucin (c), and hen egg ovalbumin (d). Sample 組lOunt ÌIリ ected， 20
μg each as protein. Eluent, 18% acetonitrile in 0.1 M phospha胞 buffer (pH 7.0). Other analytical 
conditions were 山e s担ne as those described in Fig. 4. Peak assignment is 出e same as 山at in Fig. 
5. Rhamnose (peak 3) was used as 加 intemal standard. Solid and dotted lines represent 山e
results obtained for the hydrolysates with trifluoroacetic and hydrochloric acid, respectively. 
Table 5 
Determination of Component Monosaccharides in Glycoproteins 
Content (w/w%) 
Glycoprotein 
(source) Fucose Mannose Ga1actose Glucosaﾟﾙne Galactosaﾟﾙne 
Transferrin 0.040 1.08 1.00 2.52 0.053 
(human serum) (0.031)a (1.11)a (0.86)a (1.79)a (ー)8
Fetuin 0.033 2.45 3.49 2.62 0.54 
(ca江 serum) (0.027)a (2.73)a (4.59)a (5.3)a (0.67)a 
百lyroglobulin 0.38 2.26 1.49 5.55 1.38 
(bovine 山yroid) (O.37)b (2.09)b (1.20)b (2.95)b (1.38)b 
Ovalbuﾟﾙn 2.80 0.12 2.73 
(hen egg) (ーy (2.4)a (0.15)a (1.28)a (ー)a
Mucin 0.53 0.16 1.24 6.22 14.68 


























































080 ・ 85 9コ 92o m85 筑)92
Acetcru tn leα:ncenLrat.l∞ (Vハ1%)
いて検討したo Fig.9に種々の単糖の溶 :;ピ-JTZZe:よいた之江λエ
glycoproteins on (a) column temperature 加d (b) 出挙動を調べた結果を示す。試料には中 , 









(4 mm i.d., 25 cm, H+ form); column lemｭ
perature: (a) 4, 15, 25 , 30，釦d 40oC，加d (b) 
300C; eJuent: (a) aqueous acetonitrile, 92 v/v%, 
却d (b) 80, 85 , 87.5, 90，加d 92%; flow rale: 
0.60 mUmin; detection: absorption at 280 nm afｭ
ter postcolumn labeling with 2・cyanoacetamide .
Peak assignment: 1 = rhamnose, 2 = xylose, 3 = 
fucose , 4 = arabinose, 5 = mannose, 6 = glucose, 
7 = galactose, 8 = N-acetylglucosamine, 9 = Nｭ
acetylgalactosamine. P泊IS : a = fuｭ
cose/arabinose, b = mannose/glucose, c = rh組ト
nose/x y lose, d = x y lose/fucose, e = glucose/ 
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Fig. 10. Analysis of an equirnolar mixｭ
ture of aldoses 釦d hexosamines (as Nｭ
acetyl derivatives) derivable from glycoｭ
proteins. Column temperature: 30oC; 
eluent: aqueous 92 v/v% acetonitrile; 
sample scale: 5 nmol eacb. Other 釦alyt­
ical conditions 組d peak assignment are 





Fig. 11. Comparison of f1uorescence intensities of selected sugars among various postcolumn laｭ
beling methods. ED = ethylenediamine method, EA = e由anolamine me出00， T A = taurine 
metbod, APN = ß-aminopropionitrile, ARG = arginine metbod, MA = malonaldehyde me出ω，
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検出限界: Table 6に、本法により紫外部検出(280 nm) した場合のアルドース類とN-
アセチルヘキソサミン類の検出限界を示す。 SIN 比を2とした場合の検出下限は35""415
pmolであった。またガラクトースの感度を 1 とした時の各相対強度は0.7"" 1 の範囲に
なった。
検量線: Table 6に示すように検量線が直線を示す範囲は、早く溶出するアルドース類







Coefficient of variation (%)。
Lower limit of 
detection Relative mo1ar Linear range 0.2 nmo1b 10 nmo1^ 80 nmolb 
Saccharide (pmo1) response (nmo1) 4 nmo1c 40 nmo1c 800 nmo1c 
Rhamnose 35.3 0.80 0.1-80 1.6 0.5 2.0 
Xylose 40.0 0.78 0.1-80 1.8 0.6 1.6 
Fucose 47.7 0.97 0.1-80 2.1 1.0 2.3 
Mannose 94.3 0.69 0.2-2∞ 3.3 1.4 2.6 
Galactose 104 0.2-2∞ 3.5 2.3 2.6 
N二Acetylglucosamine 415 0.84 4-8∞ 4.0 3.9 3.6 
N-Acety1galactosamine 388 1.∞ 4-8∞ 4.9 3.7 3. 
Q The number of determinations wぉ 10 in al case5. 
b For aldoses. 
CFor N・acetylhexo姐mines.
27 
示し、許容範囲内であった。 Table 7 









Amount of monosaccharide (mg/g) 
G 1 ycoprotein Fucose Mannose Galactose Glucosamine Galactosamine 
Bovine submaxillary mucin , type I 9.53 2.07 15.2 168 69.2 
(10)a (l4)a (l70)a (85)8 
Fetal calf serum fetuin 0.27 27.3 45.9 53 6.74 
(30)b (46)b (56)b (7)b 
Ovalbumin 24.0 1.48 12.8 
(20)a (12)a 
Human serum transferrin 0.31 11.1 8.62 17.9 
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-pyruvalc Iyasc 1POOH 
OH + 2yHO 
3CH3 
5 
N-Acyl- 町ruvic acid 
ロlannosamme
Scheme 4. Reaction of sialic acid-cont出ningoligosaccharide 
with neuraminidase and neuraminate-pyravatc lyase 
Fig. 12. Analysis o[ 山e component aldoses and hexosamines (as N-acetyl derivatives) of comｭ
mercial samples of (a) bovine submaxillary mucin, type !I, (b) fetal calf serum fetuin , (c) ovalbuｭ
min, and (d) hum白1 serum transferrin. The glycoprotein sample were hydrolyzed in 2 M trifluo・
roacetic acid for 6 hr (aldoses) and 4 M hydrochloric acid for 6 hr (hexosamines) at 100'C under a 
nitrogen atmosphere. The hydrolysates were directly (叫doses) or after being N-acetylated 
(hexosami nes) 加alyzed by HPLC under the conditions described in Fig. 10. Each set of chroｭ
malogr担ns was obtained from the same glycoprotein sample. The peak assignment is the same as 
those in Fig. 9. 
難である。そこでシアル酸についてはノイラミニダーゼとN-アセチルノイラミン酸ピル








































Fig. 14. Anal ysis of 出e component sialic acids (as N-acylmannosamines) in commerciaJ samples 
of (a) fe凶 calfserum fetuin, (b) human serum tr加sferrin ， (c) bovine serum acid gl ycoprotein and 
(d) bovine submaxillary mucin, type 1. The glycoprotein 錨mple were hydrolyzed and converted 
to N-acylmannosamines by the combined action of neuraminidase and N-acetylneuraminate pyruｭ
vate lyase. AnaJytical conditions are 山e same as those described in Fig. 10. Peak assignment i 
白e same as in Fig. 13. 
モぬ40 印 o 20 
Elutiα1 tiI? (min) 
40 20 。
Fig. 13. Separation of Sialic acids (as Nｭ
acylmannosamines) in the presence of 
aldoses 加d hexosamines (as N-acetyl 
derivatives). Peak assignment: 1 = Nｭ
glycolylneuraminic acid, 2 = N-acetylｭ
ne町釦ünic acid. Analytical conditions 








Determination of Sialic Acids in Various Glycoproteins 
またウシ胎児血清フェツN-アセチルノイラミン酸およびN-グリコリルノイラミン酸が、
Amount of sialic acid (μg/mg) 
インとヒト血清トランスフェリンではN-アセチルノイラミン酸のみが検出された。また、










Feta1 calf serum fetuin 
Human serum transferrin 
Bovine serum acid glycoprotein 














??? ?l/t)/V μep = l . L . (1 / to-り、オリゴおよびポリヌクレオチドなどの電荷を有する生体成分については既にいくつ
かの分離例が報告されている。糖類は一般に電気的に中性であるため、直接、ゾーン泳
to は電気浸透V は電圧、ここでl はキヤピラリーの有効長、 Lはキヤピラリーの全長、動モードを適用することができないが、 Hondaらはホウ酸塩35)やアルカリ土類金属塩36)
流マーカーの泳動時間、 fは試料の泳動時間である。アルドペントース誘導体のキシローを含むキャリアーの中で糖を in situでイオン性錯体に変換させることにより糖類の
リボースおよびリキソースではそれぞれ2.56 ， 2.62, 2 . 68，およびアラビノース、ス、HPCEによる分離を可能にした。糖タンパク質構成単糖の分析においても同様に中性単
アルトローアロース、アルドヘキソースのグルコース、2.72 X 104 cm2 ・ s- l.V・ I となり、糖をイオン性物質に変換する必要がある。一方、検出面においてもHPLCの場合と同様、
マンノース、イドース、ギユロース、タロースおよびガラクトースが、 2.62， 2.67 ，ス、し化学反応による誘導体化を必要とするが、技術的にポストカラム方式は適用し難い。





















Migraticn t主æ (min) 
。
され、みかけの移動度が減少したものと理解できる。一方、 pHの上昇も同様に移動時間
Fig.15・ Separationof PMP denvatives of aIdopentoses by EfPCE Capillary, fused silica (50μm 
i.d., 78 cm, effective leng出 63 cm); carrier, 200 mM borate buffer (pH 9.5); applied voHage, 15 
kV;detection:UV at245nm.AB=amobarbital (internal Sundard), Reag=excess reagent 
(PMP), l=xylose, 2=arabinose, 3=Hbose, 4=lyxose. 
を増加させたが、 pHが上昇することにより錯体形成が助長されたためと考えられる。両











































。 10 20 
Migratiα1 tirre (min ) 
Fig. 16. Separation of PMP derivatives of aldohexoses by HPCE. The analytical conditions were 
山e same as those in Fig. 15. Peak assignment: 1 = glucose, 2 = allose, 3 = altrose, 4 = mannose, 












Fig. 17. Separation of PMP derivatives of standard monosaccharides found in glycoproteins. Peak 
assignment: 1 = N-acetylgalactosamine, 2 = rhamnose (intemal standard) , 3 = N-acetylgluｭ
cosamine, 4 = mannose, 5 = fucose , 6 = galactose. The other abbreviations are 由e same as those 
in Fig. 15. 
34 35 



























































シド型糖鎖に対しては①ペプチドN-グリカナーゼ E (ペプチトN4-(N-アセチルーβ ーグ
ルコサミニル)アスパラギンアミダーゼ (E.C. 3.5.1.52) E) 、②ペプチドN・グリカナー
ゼ A 、③エンドグリコシダーゼ H (エントβ-N-アセチルグルコサミニダーゼ (E.C.
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あり、 N-グリコシド型には Table 9 に示すように高マンノース型、複合型およびハイブ

















Strucωre of N-Glycosidically Linked Oligosaccharides 
in Glycoproteins 
HjclJ.-mannQlSe~ 



















N-16 AGP-15C(Telra) (阿3G5 GN 1) 
??? ?? ?M円??句J??内‘u
M口?????? ?????中ι句，???
N-18 TGB - J2C(Tri)(阿3 G3GN 5 F l)
N-19 TGB-12C(Di) (M3G2GN4FlSA2) 
Table 10 
List of Glycoprotein Derived Oligosaccharides Examined in 出isWork 
されている。以下の章ならびに各節では、各糖鎖をTable 10に示した番号で表し、必要
に応じてこの略号も付記した。糖鎖番号は[N- 1] -[N-23]が複合型、 [N-24]-[N-35]が




? ?? ?? ??? ?M川??・1??戸し?????? ?q,b M円
Structure N-21 TGBIIC(Di)(M3G2GN4F1SAl) 
N Glycosidically Linked 01 igoRaccharides N-22 TGBI4C(Tri) (M3G3GN5FlSA2) 









N 2 TRrb ) ー IIC(Tri)( 門3G3GN 5 )ーb
N-3 TRF- l1 C( Di)( 阿3G2GN4SA2) 
N-4 FET lIC(Tri)(M3G3GN5)-a 
N-5 FET-14C(Tr i) (阿3G3GN5SA3)-6 
N-6 FET - 14C(Tri)(阿3G3GN5SA3)-b 
??? ??? ??内，?司JM川??????内U?
????? ??勾，M同
N帯 8 IGG -9C (D i )( 阿3 G I GN4 r l)
N-9 TGG- 8C(Di)( 阿3GN4F 1 ) 
N-IO IGG - IIC(Di)( 門3G2GN 5 F1) 




?? ??Fし内ud? ?? ????M円
N-13 AGP-12C(Tri)(H3G3GNSF1) 
?? ?M内??? ???。JM円???????? ???ηd ???A内? ??M円
N-15 AGP-14C(Telra) (門 3G4GN6Î1) 
Ga1ßl~~GlcNAcß1 .2Mann1 、 ε
二円anßl ~ 4G lcNAcﾟl.4GlcNAc 
Gal 日 1 ~4GlcNAcßl.2門ann1 ~-
Ga1ßl~4Gl cNAc日 1 ~ 2阿annl 、 c
u阿a.n白 1 ~ 4G 1 cNAcﾟ 1 ~4Gl cNAc 
Galﾟl.4GlcNAcﾟl.4 阿annl ，
Ga.lﾟl ~4GlcNA c ßI ~2 
NeuAcn2 ~6Ga l111 噌4G1 cNAclll ~2 Hann 1 、 e
二阿anlll ~4G 1 cNAclll ~ 4G lcNAc 
NeuAc02 ~ 6Gallll ~ 4G lcNAclll ~2Hanal ，-
Gal ﾟ 1 ~4G 1 cNAc日 1 ~2Hanol 、 e
:Ha.nﾟ  1 ~ 4G 1 cNAcﾟ 1 ~4GlcNAc 
Ga 1 ﾟ 1 ~3G 1 cNAc白 1 ~ 4.. . 3 内anol ，
Ga 1 ﾟ 1 ~ 4GlcNAcßl ~2 
NeuAc02 ~3Gallll ~4GlcNAclll ~2門anol 、。
~Han Il 1-4Gl cNAcIl1-4G 1 cNAc 
NeuAcoZ -3GaI1l1-4G 1 cNAclll -4 問ano1 ，
NeuAcoZ ~6Gallll ~ 4G 1 cNAcll1 ~ 2 
NeuAc02 ~ 6Gal ﾟ  1-4G lcNAcll1 ~2Hanol 、 e
w門anlll-4GlcNAclll.4GlcNAc
NeuAcoZ ~3Gal ﾟ  1.4Gl cNAcﾟ 1 ~4 門anol'
NeuAc02 ~ 6Gallll .4G 1 cNAclll ~ 2 
Ga 1 ﾟl-4G 1 cNAcßl 司2阿anol 、~ Fucal ~ 
~H a.nßl ~4G 1 cNAcﾟl.4Gl 2NAc 
Ga 1 ﾟl ~ 4G lcNAcﾟl ~2Manol ，-
.GlcNAc 日 1 . 2Hanol 、 ~ Fucol 0 
Galßl~41 ~H回目 1_4G1 cNAcﾟ I-4GHNAc 
も G1 cNAcﾟ 1-2Manol'-
GlcNAc日 J -2 Mano1 、 _ ﾎucol _ 
~Manßl ぺGlcNAcßl ~4G12NAc 
G lcNAcﾟ 1-2Manol'-
Galß1.4GlcNAcßl ~ 2阿anol 、 _ Fuco1 角
GIcNAcB1 44THanBl a4GIcNAE 自 1 - 4~YcNAc 
Gal ﾟI-4Gl cNAcﾟ 1-2阿anα1 ，-
GlcNAcßI-2Manal 、 c Fucal. c 
Galﾟ  1 ~ 4/ GlcNAcﾟ1 ~4~Manß 1.4GlcNAcﾟI ~4GHNAc 
, G 1 cNAcﾟ 1 - 2阿anol '-
GlcNAcDI ~2阿anol 、 Fucol _ 
GicNAcB1 440Han日 l ぺG1 cNAcﾟ 1.4Gﾌ gNAc 
GlcNAcßI-2門anol
Galﾟl.4GlcNAcﾟI-ZManal _ 
Galﾟl-4GlcNAcﾟl .、:阿anßl-4GlcNAc白 1 - 4GlcNAc 
Fucol，"、~Hanal .l''}
Ga lﾟ 1 ~ 4G 1 cNAcﾟl ,. 
Galßl ~4GlcNAcßl 、 4
Manal GalßI -4GlcNAcßl ， 2 、 6阿anß1-4G 1 cNAcﾟl-4Gl cNAc GalßI -4GlcNAcß1 、 4 . . .,3 阿anol
Galﾟ  1-4G lcNAcﾟ 1, 2 
Galßl 司 4G1 cNAcﾟ 1 、 4 Manαl Gal 日 1-4GlcNAcßI ， 2 、 5日 Man日 1-4GlcNAcßI - 4GlcNAc
Ga1 ﾟI-4G lcNAcﾟ 1 . 
Fucol ， J 、:門ana!'






?? ?? ??? ?? ?勾&?
?? ????? ???M円。。



























N-30 RNB -l 1 阿(阿gGN2) 
N-31 INV-IIM(MgGN2) 
N-32 1附ー 12阿(阿lOGNZ)
N-33 INV - 13阿(阿 11GN2) 
N-34 INV-15阿(阿 13GN 2) 
N-35 1 附ー 16M(M 14GN2 )
tructure 





























Ga 101 .3Ga 1 ﾟ 1 .4G 1 cNAcﾟ 1 . 2Manα1 _ Fucal _ 
、 ~ManßI .4G 1 cNAcﾟ  1 . 4~Y cNAc 
Ga 1 ﾟ 1 ~ 4G 1 cNAcﾟ 1 .2Hanol'" 
GalﾟI.4GJcNAcﾟl.4 
Hanol ~ Fucα1 _ GalßI.3GlcNAc 白 1-2 、 6.. ':::w~~6 内 HnnßI -4G 1 cNAcﾟ 1-4G r cNAc 
Ga lﾟ 1 -3G 1 cNAcﾟl-2Hano 1'" 
NeuAc02 -6Ga ln 1-4G 1 cNAcﾟ 1 -2門annl 、 c Fuca L" 
;Manßl ぺG1 cNAclll-4GfcNAc 
NeuAc02 -6Ga I n 1-4G 1 cNAcﾟ 1-2Hann 1," 
Gal01.3Gallll.4GlcNAcßI-2阿annl 、 o Fuco ~ 
~Manßl ・ 4GI cNAcﾟ 1 .4G l2NAc 
NeuAc02 -6Gal111 ~4G 1 cNAcﾟ 1-2H a. nα1 ， " 
Ga lﾟ 1 ~ 4GlcNAcßI - 2Manαl 、 c fUCQ t:" 
~Manlll.4GlcNAcßI-4Gl2NAc 
NeuAc02 -6Ga] 0 1 ~4G 1 CNAcﾟl -2Mano 1'" 
NeuAc02 ~3G a. l11 t .4G 1 cNAcﾟl-4u _ _. ~ Fuco ~ 
a 阿a.nn l~6 も民Nc叫c02-61 ~a ~ ~ 1 -4~ 1 cNAc~ l -~"~' "'' -~Hanß 1 ~4G 1 cNAcP 1 -4G 1 ~NAc 
I Gallll-4GlcNAclll-2門anα1 ，"






















































阿a.nol ~6 Hanol 、日阿anol-3"-"--' ~阿a.n Il 1-4GlcNAcßI -4GlcNAc
Manol ~2阿a.nol ~2門anol ," 
. 阿a.n01 ~61 阿anol 、 6(Hanol ~2)21 Manol ~3 ♂a.nß 1 ~4G lcNAcßl ・4GlcNAc
‘門annl-2Manol ，-
Manol ~2阿anol 吋6阿anol 、 6阿a.n0 1-3 内問anßl-4GI cNAcﾟl -4G 1 cNAc 
Hanol -2門a.nol ~2Hanol ， -
附anα1 ~2 Manol .・ 6門a.nol 、 6Hanol ~2Manα1 ~3 、，、 附a.nßt ~4G lcNAcﾟ 1-4G 1 cNAc 







































































































































































No. Abbreviation Structure 
N-36 OVA-8H(H4GN4) 
阿an111~3附 ..n111 、角
GlcNAcß1-C阿anßI-4GlcNAcßl 噌 4GlcNAc 
GlcNAcßl ~ 2HanI1 1 ， -
Han111-3門..n111 、"
G 1cNAcﾟl ~4~Hanßl ~4G 1 cNAcﾟ 1 ~4Gl cNAc 
GlcNAcßl~4.. .'曹問anl1 1GlcNAcßl~2 
同a0111 -6
Manl11 同an111 ~3 、"
GlcNAc日 1-4::門anßl ~ 4G lcNAcﾟl-4GlcNAc 
GlcNAcßl ~ 2ManI1 1 ， -
阿an l1 1 ~3阿an l1 1 、 a
GlcNAcﾟ l-CHanﾟ  1-4GlcNAcﾟl ~4Gl cNAc 
Galﾟ 1 ~4G lcNAcBl ~4 .. . , 同an l1 1G1cN^cßl~2 
阿anl1 1 噌 6
Manl11 同an111 ~3 、 A
GlcNAcßl-4::阿anßl 噌4GlcNAcﾟ 1-4G 1 cNAc 
GlcNAcßl~4.. .' 阿an l1 1
GlcNAcﾟ1 ~2 
刊anl1 1 ~6 
Hanl11 阿an111 ~3 、 A
GlcNAcﾟ l-CHanﾟ I-4GlcNAcﾟ l-4GlcNAc 

























N-39 OVA - 10H( 阿4G I GNS)
N-40 OVA-l0H(MSGNS) 
N-41 OVA - ll lI(阿 5G 1 GN S)








G..l ﾟl ~3G lcNAcﾟl-4G 1 cNAcﾟl ~3G..Ißl -3~l{ lNAc 
R: ~ or -Q-cOO日Other glycoprotein sources: a) AGP. FET; b) AGP. FET; c)TGB; d) TGB. OVA; e)TGB. OVA; 町 TGB. OV A; g)TGB. Ab-
breviation is systematic in the following order: name of glycoprotein source in three alphabetical block letters (AGP、 α1 ・acid
glycoprotein; FET. fetuin; IGG. immunoglobulin G; INV ‘ invertase; RNB. ribonucIease B; OV A‘ ovalbumin; TGB、 thy­
roglobulin; TRF. transferrin). number of monosaccharide residues 、 type of oligosacchむide chain [M. high-mannose type; H. 
hybrid type; C(Di). diantennary complex type; Cσri) ， triantennary complex type; Cσetra) , tetraantennary complex type]. 
monosaccharide species in parentheses (M、 mannose; G、 galactose: GN‘ N・acetylglucosamine; F、 fucose; SA , sialic acid) 
with the number(s) in subscript. HZ芯込OH 附附Pご
b) Derivatization with PMPMP 
一一円体































Comparison of tbe Efficiencies of Removal of the Excess 







Remaining Recovery of 






aExtraction was repeated five times. 
b AIl the solvents for extraction were presat町ated with water. 










b a の相対モルレスポンスは 1.043とほぼ同様であった。 NeuAc-LacのPMPMP誘導体のHPLCデータをFig. 19aに示した。
とほぼ 1 に近く、検出限界は13分に現れる星印を付したピークは、 NeuAc-Lacに微量含まれるN-アセチルノイラミン
500 S/N = 5 としたとき、酸がα2-6結合した異性体によるものである。同じ条件でラクトースのPMPMP誘導体を
2 












ぞれぞおよび 1000 pmolで、80 
ﾓ "0 20 3'0 0 10 20 
日此ion 匂ime (min) 
た、保持時間の相対標準偏差は
Fig. 19. Analysis of NeuAc-Lac (a) and Lac (b) as 
PMPMP derivatives. 1 = NeuAcα2-3Lac-2PMPMP， 2 
= Lac-2PMPMP. The peak marked by 組 asteriskis deｭ
ri ved from NeuAcα2-6Lac-2PMPMP. Analytical conｭ
ditions were 山e same as those in Fig. 18, except 25 
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Fig. 18. Optimization of the conditions for precolumn labeling of NeuAc-Lac, as observed from 
the yield of NeuAc-Lac-2PMPMP determined by UV detection. (a) Effect of reaction temperature. 
Reagent concentration, 0.3 M (sodium hydroxide), 0.5 M (PMPMP); reaction time , 20 min. (b) 
Time co町民 ofthe reaction. Reagent concentration, 0.3 M (sodium hydroxide), 0.5 M (PMPMP); 
reaction temperature, 70oC. Sample, NeuAc-Lac (10 nmol); column, Capcell Pak Cl8 (4.6 mm i.d., 
25 cm); eluent, a 20/80 (v/v) mixture of acetonitrile ・ 0 . 1 M phosphate buffer (pH 7.0); flow rate, 
1.0 mlJmin; detection, UV absorption at 249 nm. これらの PMPMP に対する反応性は糖タンパク質合度のイソマルトオリゴ糖が含まれ、
糖鎖と同等であると予測される。 Fig.20 にイソマルトオリゴ糖類の分析結果を示す。オ
一定組成の移動相(アセトニトリルー0.1 M リクタデシル化シリカゲルを固定相とし、検量線と再現性第4項
ン酸緩衝液， pH 7.0; 15:85 v/v) で溶出させた場合、 70分で少なくとも 14糖までを分隊グルコースを内部標準に使用した時のNeuAじ-Lacの検量線は2--2000 pmol の範囲
で良好な直線となった。また、グルコースー2PMPMPに対するNeuAc-Lac-2PMPMP
50 51 










w しに_j ¥___:_) lー 8 2:9 3:1 3:2 3:3 3:4 3.5 
一40 Log (M.W.) 
Elu伽n愉ne (min) 
f1'ig.20. Ana1ysis of PMPMP derivalives of isomalto-oligosaccharides (5.0μg as dextran). Eluent, 
a 15/85(V/V)mixture of acetmtHie-01M phosphate buffer (pH70)i now rate, 060mlimitl 
Peak numbers indicate degree of polymerization (d.p.). Other conditions as in Fig. 19. The panel 
shows thc relationsbip belween molecular weighl (M.W.) and capacity factor (k') for PMPMP 
derivalives of isomallooJigosaccharides. The numbers beside 山e plots indicate d.p. values. 
することができた。保持時間と試料の分子量の関係を調べたところ、分子量の対数とk値
との聞に直樹生が観察され、以下の式で表すことができた。
log (分子量) = -1.54 x log (k') + 5.68 [2] 











値(換算グルコース単位 N) を求め、糖鎖の実際の重合度で割った値 (R) を算出した。
以下これらの値を基にして N-グリコシド型糖鎖の挙動について考察する。
Table 12 
Retention Data of 出e PMPMP Derivatives of Various Oligosaccharides 
Obtained from Gl ycoproteins 
Oligosaccharidea Capacity factor, d.p. equivalence to 







N-40 OV A-I0H(MsGNs) 
N-41 OV A-IIH(MsGIGNs) 
Complex Type 















a Abbreviations are explained in the footnotes to Table 11. 
b Relative k' value to TRF-9C(Di)(M3G2GN4)・
c Ratio of N to number of monosaccharide residues. 
15.07 (1.04) 3.3 
13.96 (0.96) 3.8 
13.46 (0.93) 4.2 
13.03 (0.90) 4.5 
16.21 (1.11) 2.9 
15.20 (1.04) 3.2 
14.55 (1) 3.6 
12.62 (0.87) 4.7 
13.26 (0.91) 4.3 
10.55 (0.73) 6.2 
9.54 (0.66) 7.5 
9.55 (0.66) 7.5 
17.58 (1.21) 2.5 
16.41 (1.13) 2.8 
10.10 (0.83) 6.3 
1l.91 (0.75) 5.0 















































Eluti01 tirre (min) 
Fig. 21. (a) Analysis of high-mannose-type oligosaccharides obtained from ribonuclease B (bovine panｭ
creas) as tbeir PMPMP derivatives. The amount of s組lple i吋ected coπesponded to 0.5 mg of protein. Anaｭ
lytical conditions are lbe s組le as tbose in Fig. 20. (b) Analysis of higb-mannose-type oligosaccbarides from 
ribonuclease B by bigb-performance anion-exchange cbromatograpby. A portion of tbe glycopeptidase A-reｭ
leased mixture (0.5 mg as protein) was directly i吋ectedprior to derivatization. Column. Dionex HPIC AS-6 
(4 mm i.d. 25 cm); eluent. gradient elution from 0.1 M sodium bydroxide to 0.1 M sodium bydroxide 
containing 0.5 M sodium acetate in 120 min 、 flow rate, 1.0 mllmin: detection , pulsed amperometry on gold 
electrooe; El = +0.05 V (0.6 s) , E2 = +0.6 V (0.12 s) , E3 =ー0.8 V (0.42 s). Peak assignment: 1 = RNB-
11M(M9GN2) i.e. , lN-30]. 2 = RNB-I0M(M8GN2) i.e. , [N-28 J, 3 = RNB-9M(M7GN2) i.e. ‘ [N-26J, 4 = RNB-
8M(M6GN2) i. e ・ ， [N-25] , 5 = RNB-7M(M5GN2) i.e., [N・24]. The abbreviations are described in Table 10. ジン分解して得たキトピオー
スコアにフコースを有するジ実際のグロマトグラムをFig.21 以下に示す。ウシ勝臓リボヌクレアーゼB をサーモラ
Fig. 22. Analysis of fucosylated 釦d sialylated complexｭ
type oligosaccharides obtained from 出yroglobulin
(porcine 出yroid) by hydrazinolysis as 出eir PMPMP 
derivatives. Analytical conditions were 山e same as those 
described in the legend to Fig. 20. (a) Disialo-oligosacｭ
charide fraction. (b) Monosialo・oligo幼ccharide fraction. 
The amount of 錨mple injected coπesponded to 10μg of 
glycopeptide for ei出er fraction. Peak assignment: 1 = [N・
19], 2 = [N-21] (TGB・ 12C(Di)(M3G3GN4FlSAl))， 3 = [N・
20] (TGB・ lIC(Di)(M3G2GN4FlSAl) . The abbreviations 
are described in Table 10. 
シアル酸含有オリゴ糖の分離イシンとグリコペプチダーゼで処理して得た一連の高マンノース型糖鎖の分析結果をFig.
この糖例をFig.22a に示す。21a に示す。リボヌクレアーゼBは主要なオリゴ糖として7糖[N-24] (Table 11参照)を含
タンパク質の主要糖鎖[N-19]α1-2結合したマンノースの数がさらに多い8糖 [N-25]、 9糖 [N-26]および10糖有し、
(TGB-12C(Di)(M3G2GN4 [N・ 28] を有することが知られている 51)。今回の分析結果はこの報告を支持するもので
FlSA2)) は本分離条件下でk'あった。すなわち、 7糖がもっとも大きなピークとして一番遅れて溶出し、残りの糖鎖が
値が 10.10、 6.3 グルコースイソマルトオリゴ糖と同様、重合度順に現れた。 [N-26] と [N-28]はそれぞれ3種類の
単位という結果が得られた。これら異性体の分離は困難であった。また、一番最初に異性体の混合物と考えられるが、
チログロプリンのシアル酸を 1残基含む複合型糖鎖の分析結果をFig.22bに示す。同様、溶出したピーク 1は報告されていない完成型高マンノース型糖鎖 (11糖)であることが
ぞれらは先の[N-19]のシアル酸の一つがはず明瞭に分離した 2本のピークが観察され、考えられる。比較のため第2節で述べる陰イオン交換クロマトグラフィーによるオリゴ糖
れた[N-21]およびさらにガラクトース残基が結合したlN-20]であることを同定して確認
これらオリゴ糖のk'値はそれぞれ10.96 と 1 1. 91であった。チログロプリン由来のした。
Fig.21bに示すクロマトグラムが得られ、溶出順序は逆転しの分析を行った。その結果、
55 54 
6]) が市販されているので入手して比較した。その結果、両異性体はほとんど同じk'値たとえば[N-21] (TGB-11C(Di)(M3 G2GN4FlSAl))の保持をフコース含有複合型糖鎖
シ(9.54および9.55) を示した。先のシアル酸含有複合型糖鎖の結果も考えあわせると、トランスフェリン由来のフコースを含まない同一重合度のオリゴ糖[N-3J (TRF-ll C 
これをノイラミニダーしかし、アル酸含有糖鎖の相互分離は余り良好とはいえなかった。(Di)(M3G2GN4SA2)) と比
ゼ処理することにより得られるオリゴ糖では、ガラクトース残基の結合様式に基づく異性R値は小さな値を較すると





















o 20 40 60 0 20 
アル酸含有オリゴ糖[N-20] 印伽伽(min)
Fig.23. Analysis of sialo- 釦d asialo-oligosaccharides, obtained 
(TGB-12C(Di)(M3G3GN4 fr;m bovine fetuin by digestion with-glycopeptidase A as 
PMPMP derivatives. (a) A mixture of [N・5] (FET・ 14C(Tri)(M3FlSAl))および[N-211 (TGB G3GNsSA3)-a, co汀esponding to commercial 363・SA-Tri) 加d [N-
6] (FET・ 14C(T目)(M3G3GNsSA3)-b， corresponding to commercial 
-11C(Di)(M3G2GN4 Fl 366-SA-Tri). (b) Asialo-oligosaccharides. Peak assignments: 1 = 
SAl)) をそれぞれノイラミニ [N-4] (FET・ lIC(Tri)(M3G3GN5)-a， corresponding to commercial 
AS-FET3 , 2 = [N・2] (FET-I1C(Tri)(M3G3GN5)-b, coπesponding 
mmercial AS-FET4. The abbreviations are described in ダーゼで処理して得たオリゴ
Table 10. The amount of sample injected co町esponded to 10μg 
糖は 17.58および 16.41 と高 of glycopeptide for ei出er fraction. An叫ytical conditions were 

















Fig.24.Stability of NeuAc-Lac-2PMPMP.IIICuballon in (a) 
loomM ciuaIe-phosphate buffer(pH40), (b)100mM phosｭ
phate buffer (pH 6 . 0)，加d (c) 100 mM Tris-HCl buffer (pH 
8.0). Analytical conditions were 出e s組le as those described 
in the legend to Fig. 19. 
90 10 80 70 30 40 50 60 
Incubatlon tlme (hr) 2PMPMPは比較的安定で、
37 0C で 96時間加温しでも
しか90%以上を回収できた。いk値を与えた。
し、 pHが高くなるにつれてこの糖タンFig.23 はウシフェツイン由来のシアル酸含有オリゴ糖の分析結果を示す。
このしかし、分解が顕著になり、 pH 8.0では約9時間でbis-PMPMP誘導体が消失した。しかし、パク質にはシアル酸の数および結合が異なる 3本鎖の複合型糖鎖が存在する53)。
分解物を再び誘導体イじすることで、再度bis-PMPMP誘導体を得ることが可能であった。フェツイン
シアル駿残基の結合様式に基づく 2種類の異性体 ([N-5] と [N-
































C~~çity Factors (k's) of Glucobiose 
Saccharide Structure k' 
Nigerose Glcα1-3Glc 5.73 
Ma1tose Glcα1 -4Glc 6.37 
Isoma1tose Glcα1-6Glc 2.34 
Laminaribiose Glcﾟl-3Glc 6.87 
Cellobiose Glcﾟl-4Glc 3.87 
Gentiobiose GlcﾟI-6Glc 3.69 



















Capacity Factors of Various Glycoprotein-Derived 
Glycopeptides (a), Oligosaccharides (b) and Oligosaccharide Alcohols (c) 
NaOH concentration (M) 











































[N・ 17] TGﾟ-IIC(Di)(M3G3GN4FI) 












Fig. 25. Effect of 剖.kali concentration on 山e re-
tention of isomalt∞ligosaccbarides. Column, 
Dionex HPIC AS・6 (4 mm i.d. , 25 cm); flow 
rate, 1 mUmin; detection, pulsed amperometry 
on gold electrode; El = + 0.05 V (0.6 s), E2 = + 
0.60 V (0.12 s), E3 =・ 0.8 V (0.42 s). 
20 18 16 14 12 
dp of glucose 
れらアミノ酸やタンパク質の妨害の程
度を最初に調べた。 Fig.26a と 26b は
至適条件(El= 0.05 V (600 ms), E2 二
0.6 V (120 ms), E3 = -0.8 V (420 ms)) で、それぞれ18種類のアミノ酸混合物(各1μ




































[N・ 24] TGB-7M(M5GN2) 



































rN-37] OV A-9I-(M4GN5) 
OV A-9II(M5GN4) [N・ 38]
OV A-IOH(M4GIGN5) [N-39] 







































ク 1"'3) と lつの小さなピーク(ピーク 4 )を
与えた。くり返し分取することにより、各ピークを与える糖ペプチドをとり出し脱塩し
て、 lH-NMRで構造解析を行った (Table 15) 。その結果、ピーク 1 と2 には 7 つおよ
び 8 つのアノメリツクプロトンの存在が示唆され、高マンノース型の7糖[N-24]および8
糖[N-25] と同定した。また、これらはいずれも2つのN-アセチル基のメチルプロトンを
2.04および2.06 ppmに与え、 2.8 ppm 附近にアスパラギンのβーメチル基に相当するシ
グナルを与えた。また、 C-2(H-2)のプロトンおよびアノメリックプロトンの化学シフト
値も既存の報告とよく一致した54)。ピーク3の成分のlH-NMRスペクトルも同様に2つの
N-アセチル基とアスパラギンに基づくメチレンのシグナルを与えた。 4.0......， 5 .4 ppmに現
われたアノメリックプロトンの化学シフトは3種類の糖鎖の存在を示唆した。つまり、マ
ンノース残基 (A， B および C) の2位が置換されると化学シフトが低磁場に移動するた
めである (Fig.2S) 。これら置換されたマンノースのシグナルの面積比よりマンノース残




Elution tirne (mln) 
Fig. 26. Analysis of (a) a mixture of 
amino acids (1 ~ol each) and (b) 
bovine serum albumin (5μg). Eluent: 
0.5 M sodium hydroxide. Other analyﾙｭ
cal condi?ns are 山e saurre as those deｭ
scribed in Fig. 25 
2 5 





Assignment of Ule Cbemical Shifts of Represcntative Proton Signa1s 
ofM勾orNeutra1 Glycopeptides Derived from Pon:inc Thyroglobulin 
Numbcring of mono,..ccharide rcsidue 
8 内 IM -輔、 J , , M 1". :M-N N 
!";? 
c 
M = mannosc; N = N-acctylglucosaminc 
Signa I M onosaccha ridc 
residuc 
H M-M M-M M-M 、 M-M M、H、~~-N-N 問、~)1 -N -N M-M阿〆J一 M-N-N 阿-MH 、'一u , M- N- N MH 、' Mー 〆 M -N -NM' 1'' 
5.07 507 507 5.07 50守
2.03 2.03 203 203 203 2.06 2.06 2.06 206 206 4 5.09 534 5.34 .5 )4 534 4' 4.87 487 4.87 487 487 
A 5.09 509 5.40 5ω 5.09 
日 4.90 4.90 490 514 4 切
C 505 5.05 505 5.30 
D 504 50-1 50-1 3 425 423 423 423 423 4 4.07 4 1 4.09 409 409 
4・ 4.15 4 15 4.15 4 15 4 15
日 39 39 3.9 3.9 39 
C 407 4.07 407 407 
D 407 407 407 
Fig.27. Analysis of tbe (a) neutral glycopeptides , (b) reduced monosialo・ and (c) reduced disial∞ligosac­
cbarides, derived from porcine tbyroglobulin. Eluent: (a) 0.5 , (b) 0.5 and (c) 0.8 M sodium bydroxide soluｭ
tion. Peak assignment: 1 = [N・24] (TGB-8M(M6GN2)) ‘ 2 = [N-25] (TGB-9M(M7GN2) , 3 = [N-26] (TGB骨
10M(MsGN2)), 4 = [N-28] (TGB・ l1M(M9GN2)) ， 5 = [N-21] (TGB・ llC(Di)(M3G2GN4F1SA1)) ， 6 = [N-20] 
(TGB-12C(Di)(M3G3GN4F1SA1)), 7 = [N-19] (TGB-12C(Di)(M3G2GN4F1SA2)), 8 = [N-21] (TGB-14C(Tri) 
(M3G3GNsF1SA2)). Otber conditions as in Fig. 25. Sample scale: 1 -30μg as glycoprotein. 
。 10 20 5 。










各ピーク成分のlH-NMRにおける化学シフトをTable 16 に示す。ピーク6はピーク5 と
類似した化学シフトを示したが、 5.135 ppm (3.5 Hz)のアノメリツクプロトンが新たに
加わり、 GlcNAc-6'の化学シフトが4.471 ppmから 4.446 ppm にシフトしているO
Dorland ら 52) は 4本鎖のαーガラクトース残基を有するオリゴ糖のlH-NMRを報告して
いるが、ピーク 6 の成分はこれと化学シフト、結合定数とも良く一致したo Fig.27bに
Table 16 
Assignment of the Chemical Shifts of Representative Proton Signals 
ofM勾orSia10011gosaccharides Dmved from Porcine Thyroglobulin 






HOD 15 I I NAc 
同司・
5.4 5.3 5.1 5.0 4.9 p輦n 5.2 
Fig.28. IH-N乱1R spectrums of neutral glycopeptides. Left-h釦d side, anomeric protons of 血e
compounds co町民ponding to peak 1 to 3; right-hand side, spectrum of structural reporter group 
regions of peak 3. 
6 5 • 
NA- G-N -M、 ) 2 1 
、M-N - NoI(G) - G -N-W ム
6' 5 ・‘ r
Signal 
M = mannose; N = N-acetylglucosamine; Nol = N-acetylgucosaminitol; F = fucose: G = galactose 
Monosaccharide 5 6 






























































標準偏差 (n = 5) は 5.3% と高かった。
この場合、移動相は0.1 M 水酸化ナトリ







精製したのち、分析した。結果をFig.30 に示すo 1n・ 一‘ 山10n tlme (min) 
.Fig.30. Analysis of the reduced 
移動相には0.3M 水酸化ナトリウムを用いた。 oligosaccharides derived from bovine 
submaxillary mucin. Eluent: 0.3 M 
各ピーク成分を分離し高速原子衝撃質量スペク sodium hydroxide solution. Other condiｭ
tions as in Fig. 25. Sample scale: 11μg 
トルにより分析したところ、ピーク 1 はm々 513 as glycoprotein. Peak assignment: 1三
[0・ 1] 釦d [0-4], 2 = [0-3] , 3 = [0-2] , 4 
と 716 にシグナルを与え、 これは Tsuji と= [0・5].
Osawa56)が報告している NeuAcα2-6GalNAcol [0-1] と GlcNAcß1-3(NeuAcα2・6)
GalNAcol [0-4] に相当した。ピーク 2はm々 674 を与え、これはGalß1-3(NeuAcα2-
6)GalNAcol [0-3]に相当した。また、遅く溶出するピーク3 と4はm々 529 と 732を与



































Fig. 29. Analysis of the reduced neutral and 
sialooligosaccharides derived from porcine 白y­
roglobulin. Gradient elution from 0.1 M sodium 
hydroxide to 0.1 M sodium hydroxide containｭ
ing 0.5 M sodium acetate in 200 min. Other 
conditions as in Fig. 25. Sample scale: 50μg as 



















1 0 20 
Elution time (min) 
Fig. 31. Analysis of the reduced 
oligosaccbarides derived from 
porcine eη血rocyte ghost. Eluent: 
0.5 M sodium hydroxide solution. 
Other conditions as in Fig. 25. 
Sample scale: 73μ1 as bl∞d. Peak 








ラクトシル基を有する 2本鎖型のシアル酸を 1残基含む複合型糖鎖 [N-20]を用い、エキ
68 
G山1・3ω日 1-4GlcNAcßI-2Ma蹴1-6.. n. . ~ . ... F~αl、6胤JNAcα2-倫申l必lcNAcßI-2地nωManßl必lcNAcßI-4GlcNAc-ol
l α-Galact osidase 
白1ﾟ 1 -4G lcNAcﾟ 1-2Ma附1-6，. n. . ~ . • • F凶αl、 6NeuNAcα2-街宣申 1-4G lcNAcßI -2.Nhnω-3M阻ßI--4GlcNAcßI-4GlcNAc-ol
↓いp阿陥G匂al陥a…鈍
GlcNAcßI-2Malllα1-6，. n. .~. ... F~αl、6地uNA叫2-白a lﾟI-4G lcNAcßI-2 :Manαi~3M.anßl --4Gl cNAcßI-4GlCNAc-oI 
↓ß-N-Ac山泊川nida鈎
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Fig. 32. Sequence analysis of complex type oligosaccharide [N・20] derived from porcine 山y­
roglobulin by stepwise exoglycosidase digestion. Eluent: 0.5 M sodium hydroxide solution. 
Other conditions as in Fig. 25. 
69 
ソグリコシダーゼで順次、加水分解し、生成したオリゴ糖の溶出挙動を調べた。その結










































(4.6 mm i.d. 5 cm) あたりの固定化量は、 Con A-カラム、 WGA-カラムとも数百
nmolレベルであった。移動相に塩化カルシウム、塩化マグネシウム各lmMと0.2M 塩










1 a b 
2 
4 
。 10 20 30 40 。 10 20 30 40 
Eluti∞ tirre (min) 
Fig.33. 凶gh-performance affinity chromatograpby of selected saccharides on the Con A column 
(a) and WGA column (b). Column size, 4.6 mm i.d., 5 cm; eluent, 50 mM phosphate buffcr, pH 
7 . 0， ωntaining 2∞ mM sodium chloride, 1 mM calcium chloride and 1 mM magnesium chloride 
(eluent A); f10w rate , l.0 mUmin; column temperature, 30oC; Detection, (a) UV absorption at 280 
nm; (b) ref1uctive index. Amount of sample, 0.5 nmol eacb. Peak assignment: 1 = p-nitropbenyl 






Reproducibility of the Elution Times for p-Nitriphenyl 
Glycosides from the Con A Column (n = 10) 
Saccharide 
examined 
Aνerage elution Relative standard 
time (min) deviation (%) 
p-Nitrophenyl 0.66 0.73 
α-galactoside 
p-Nitrophenyl 4.03 0.48 
α-glucoside 
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o 10 20 0 10 
Eluent A 
Eluent C 
ﾒ 10 20 0 10 20 0 10 20 0 10 20 
Elution time (min) 
Fig. 34. Elution of Dns-glycopeptides from the silica-based Con A column (a) and WGA column 
(b). Eluent: B, eluent A containing 5 mM methyl α-mannoside~ C, eluent A containing 2.2 mM 
chitobiose. Amount of sample, 1μg each~ detection, fluorescence at 340 nm (excitation)/540 nm 
(emission). Other conditions as in Fig. 33. 
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離液A'こ5mMメチルα ーマンノシドを添加した溶離液Bを用いて溶出を行った。 [N-
38] 、 [N-40]および[N-41]はおよそ同じ保持時間(約8分)を与えたが、 [N-25]はより
長い時間 (13分)を与えた。
Fig.34bに同様、 WGA-カラムにおいて得られた結果を示す。溶離液Aを用いると、
Dns-糖ペプチド [N-23] 、 [N-25]および[N-27]はいずれも3分にピークを与えた。しかし、
その他の糖ペプチドは強く保持された。そこで、 WGA-カラムに対しては、移動相に競
合糖として2.2mMキトピオースを含む溶離液を使用して溶出した。溶出順序は[N-41]












lk' = Vo/K1L + VoK2[C]/K1L [3] 
75 
ここで、 Kl とK2はそれぞれDns-糖ペプチドと移動相に添加した競合糖のレクチンに対す
る結合定数、 Vo はカラムに全く保持されない物質の溶出体積、 L はレクチンの固定量、
[C] は競合糖の濃度である o k'の逆数と [C]の関係をプロットし、得られる直線から結合
定数が算出できることが知られている。今回は既に前端分析より LおよびK2がわかって




The Capacity Factors and Binding Constants of 出e Dns-Gl ycopeptides 
Determined on Silica-Based Columns 
Eluent Dns-glycopeptide 
N-23 N-24 N-25 N-27 N-37 N-38 N-39 N-40 N-41 
Capαcity flαctor， k' 
ConA A 1.98 10.6 1.98 1.98 1.98 
column B 21.0 12.0 12.0 11.2 
WGA A 4.5 5.6 4.5 
column C 12.0 7.5 5.9 7.0 3.8 3.3 
BiruJ.ing cons畑出 (KJ ， xlσ3MJ) 
Con A column 1.8 9.8 710 1.8 1.8 400 1.8 400 380 
WGAcolumn 5.8 1200 7.2 5.8 710 560 670 360 310 
Baenzigerと Fiete61 )は一連の糖ペプチドを1251 で標識し、レクチンに対する結合定数
を従来の溶液法で算出している。それらの中で、 Table 18 に示したものとアグリコンの
部分の構造が異なるが、糖鎖部分が同じものがあったので Kl 値を比較した。 ConAに
対するDns-糖ペプチド [N-25]の結合定数を今回の実験では7.1 X 105 M-1 と算出したが、








和性の順序 CCon A-カラムに対しては [N-23] ， [N-27], [N・37 ]， [N・ 39] < [N-24] < 
[N-41] < [N-38] , [N-40] < [N-25] 、 WGA-カラムに対しては[N-23] ， [N-27] < [N-
25] < [N-41] < [N-40] < [N-38] < [N-39] < [N-37] < [N-24]) については間違いのな
いものと考えられる。





27]がそれぞれ9.8 X 103 M- lおよび1.8 X 103 M-l と低い値しか示さない点では矛盾する。
そこで、本法により得られた結合定数の序列と構造との関連を調べることにした。構造
の関連した糖鎖が隣り合うように糖ペプチドを配列し、結合定数を付記したものを
Scheme 8 に示す。 [N-24] を基準に考えると、マンノース -3残基の2位にさらにマン
ノースが結合することにより得られる [N-25]はこれらの中で最も高い結合定数を与えた。




数は400 X 103 M-lにまで増大した。しかし、このマンノース-3残基の4位にさらにもう
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中では[N-24]が最も高い親和性(Kl = 1,200 X 103 M- l)を示した。一方、全てのハイブ
リツド型糖鎖 ([N-37] ， [N-38] , [N-39] , [N-40] および [N-41]) は高い結合定数を与え
た。また、マンノースー3 残基の置換の効果をみると2位や4位がN-アセチルグルコサミン
で置換される ([N-24] → [N-38] → [N-40]) と親和性が減少し、またハイブリツド型
糖鎖 [N-40] や [N-41] のマンノースー4残基がなくなると親和性の増加(増分約350 x 
103 M-l)がみられた。以上の結果は非還元末端のN-アセチルグルコサミンがWGA との
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Scheme 8. Structure -affinity cぽrelaú∞in ovalbwnin・也rivedglyc句Jeptides-con A interacuon 
1 つのN-アセチルグルコサミンがついた [N-40] では結合定数の増加は見られず、 [N-
40] にさらにガラクトースが結合した [N-41] では逆に立体障害のためか結合定数は若干
減少した。また、これら精ペプチド [N-40] および [N-41] からそれぞれマンノースー4
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Fig. 35. Elution of Dns-glycopeptides from 出e Superose-based Con A column (a) 加d WGA 




Tbe Capacity Factors and Binding Constants of 由e Dns-Glycopeptides 
Determined on Superose-Based Columns 
Eluent Dns-glycopeptide 
N-23 N-24 N-25 N-27 N-37 N-38 N-39 N-40 
白ipacíty factor, k I
Con A column 0.07 0.07 11.4 0.07 0.07 8.7 0.7 6.5 
WGAcolumn 0.27 9.9 0.27 0.27 9.0 7.5 9.0 
5.3 
Binding cons陥nt (Kl , x 1σ3 ルグJ)
Con A column 3.9 3.9 680 3.9 3.9 4∞ 3.9 390 



























































ことが望ましい。そこで、還元的に糖鎖をピリジルアミノ (PA) 化し (Schemc 7参照)、
PA部分の陽イオン性を利用して酸性キャリアー中で行う直接的ゾーン泳動モードと、水
酸基の配向の違いを利用してホウ酸塩を含むキャリアー中で行う in situ 錯イオンイじを伴
うゾーン泳動モードを取り上げて検討した。
85 
Migration time (min) 
Fig.36 に示した標準オリゴ Fig.36. Separation of reductively pyridylaminated isomalｭ
t∞ligosaccharides by direct zone HPCE. Capillary, fused sil・糖の移動時間と比較すること ica coated with polyacrylamide (Bio-Rad, 25μm i.d., 20 cm); 
により、各ピーク (1--5) は carrier， 1ωmM phospha臼 buffer (pH 2.5); applied volläge, 8 
kV; detection, UV absorption at 240 0ll1. AP = 2・aminopyri・





とした。 PA 化は Hase ら 15) のグループによって開発され、その後色々な改良が加えら
れたが、本節においては Y仰amoto ら 65) の改良法に準じて誘導体化を行った。 PA 化
における誘導体化の過程でシアル酸が部分的に脱離するため、ノイラミニダーゼで処理
してシアル酸を除去した糖鎖について分析を行った。 PA 誘導体は 320 nm に励起極大、
390 nm に蛍光極大をもっ。そこで、市販の HPLC 用蛍光検出器を改造して高感度検出
を試みた。この条件下では誘導体試和嶋度は 10-3 --10-4 Mで済み、キャピラリーへの導
























。 10 20 30 
のと考えられた。オパルプミン由来の糖鎖とイソマルトオリゴ糖をそれぞれ PA 化し、
これら各誘導体の混合物を分析した結果をFig.37bに示す。 Fig.36 と Fig.37b を比較
すると重合度 7 から 11 糖のピークが突出し、オパルプミン由来のオリゴ糖と重なり
あっていることがわかる。さらに正確なピーク帰属を行う目的で、 Ts吋iらの方法52)に準





























o 10 20 
相互の分離が向上した。 ト1igrali∞ ti作 (min)
Fig.38. Analysis of reductively pyridylaminated oligosaccbaｭ
これらの結果に基づいて、 rides deri ved from ovalbumin, by HPCE as borate cυmplexes 
Capillary, fused silica (Scicntific Glass Engineering , 50μm 
i .d ., 95 cm); carrier, 2似) mM borate buffer (pII 10.5); applied 
voltage, 20 kV; detection, fluorescence al 316 nm (ex)/395 
nm (em). AP, 2-aminopyridine; PA-Glc, reductively pyridyト
るのが適当であると判断したoamiflated glucose (internal reference).Tentative assigmenu 





Fig. 37. Analysis of 山e reductively pyridy凶minated oligosaccbarides derived from ovalbumin 
(a) and a mixture of reductively pyridylaminated derivatives of ovalbumin-derived oligosacchaｭ
rides and isomaltooligosaccbarides (b) by direct zone electropboresis. The analytical conditions 
were 山e same as tbose described in Fig. 36. 1 = heptasaccharide(s), 2 = octasaccharides, 3 = 
nonasaccbarides, 4 = decasaccbarides, 5 = undecasaccbaride(s). 
20 
円U?0 
Migration time (min) 
20 10 。
酸緩衝液(pH 10.5)を使用す
ピーク 1 ， 2 ， 3 ， 4および 5 はそれぞれ 11糖 [N-41] ， 10糖別標品と混合した結果から、
Fig. 38 にオパルプミン糖鎖[N-37] および[N-38]) , 8糖 ([N-25]および [N-([N-391および [N-40]) , 9糖 ([N-27] 、
Table 20 
Tentative Assignment of Peak:s inHPCE as Borate Complexes の PA 誘導体をホウ酸錯体と36]) および 7糖 [N-24] であることを確認した。
Elution volume of the 
corresponding peak in 













[N-38] , [N-41] 

































Mr = (t -t AP) / (tPA-Glc -t AP) [4] 
本実験は室温(約200C) で行ったが、この式によって求められたMr1直の再現性は相対標準
偏差(n =5) として2%以内であり、信頼性の高いピーク同定が可能であった。帰属の結果






非還元末端にマンノース残基を 1 つしかもたない糖鎖 ([N-36] ， [N-37] , [N-39]) は 2
つ以上もつ糖鎖 ([N-27] ， [N-38] , [N-40] , [N-41]) に比べて早く移動する傾向がみられ、
非還元末端にガラクトースを有する糖鎖は相当するガラクトースを含まない糖鎖よりも




















を行うことができた。そこで、直接的ゾーン泳動モードでは 100 nlM リン酸緩衝液 (pH
2.5) に 0.1% 濃度のヒドロキシプロピルセルロースを添加したものを、またホウ酸錯体
としてのゾーン泳動モードでは第 1 節と同様に 200mM ホウ酸緩衝液 (pH 10.5) をそ
れぞれキャリアーとして使用した。


























。 10 20 30 5 6 7 8 9 10 






キャリアーを用いた場合の電気浸透流について調べた。その結果、 pH が 4 以下になる
と電気浸透流は著しく減少し、 pH 2.5 ではほとんど無視できる状態になることを確かめ
た。さらに、中性の界面活性剤であるヒドロキシプロピルセルロースを添加した。ヒド
Fig. 39. Analysis of PA-isomaltooligosaccharides by plain zone electrophoresis (a) 加d zone elccｭ
trophoresis as borate-complex mode (b). Capillary, fused silica (50μm i.d. , 60 cm); carrier, 100 
mM phosphate buffer (pH 2.5) containing 0.1 % hydroxypropylcellulose (a) 加d 2∞ mM borate 
buffer (pH 10.5) (b); applied voltage, 20 kV (a) 加d 12 kV (b); detection , fluorescence at 320 nm 














(850/0 <)と 3本鎖 (1 5 0/0 >)の精鎖が存在することが知られている66)。これらのオリゴ
糖よりシアル酸を除くと [N-1] (TRF-9C(Di)(M3G2GN4))および [N-2] (TRF-
11C(Tri)(M3G3GN5)-b) を与える。直接的ゾーン泳動モードにおいて、これら成分はそ
れぞれ 20.6 分および 22.9 分にピークを与え、分離も良好であった。ホウ酸錯体として
のゾーン泳動モードでも同様に 7.5 分および 7.7 分にピークを与えたが、 3本鎖型糖鎖
は2本鎖型糖鎖に比べて、非還元末端のガラクトース残基の数が 1 つ多いことを考える




有する 3本鎖の糠鎖[N-4] (FET -11C(Tri)(M3G3GNs)-a)も存在することが知られてい
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12 
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Fig.40. Analysis of PA-derivatives of complex-type oligosaccharides from human transferrin (a), 
fetal calf serum fetuin (b), human 山田lUnoglobulin G (c) and human αl-acid glycoprotein (d). 
The electropherograms on the left-hand and right-h油d sides in each figure are those in direct 
electrophoresis and zone electrophoresis as borate complex mode, respectively. Peak assignment: 
1 = [N・ 1] ， 2 = [N-2] , 3 = [N-4], 4 = [N・7] ， 5 = [N・8]， 6 = [N・9J ， 7 = [N-I0] , 8 = [N-ll ], 9 = [N-
12] , 10 = [N-13] , 1 = [N-14] , 12 = [N-15] , 13 = [N-16]. Other analytical conditions are tle same 







分のピークは [N-9] (1GG-8C(Di)(M3GN4F1)) に、 20.5 分は [N-8] (1GG-
9C(Di)(M3G1GN4F1)) と [N-12] (1GG-9C(Di)(M3GN5Fl)) にまた、 2 1. 6 分は [N-7]
95 
(lGG-IOC(Di) (M3G2GN4Fl)) および[N-ll] (IGG-IOC(Di)(M3GIGNsFl)) に対応し




れていないが、 HPLCで分析したHirani らの報告69)を参考にすると、 3本鎖型 >2本鎖
型>分岐鎖にフコースを有する 3本鎖型 >4本鎖型>分岐鎖にフコース有する 4本鎖の
)1債であると予想された。さらに、 Yoshimaら 70)は 4本鎖型糖鎖にさらにラクトサミンが
結合した糖鎖の存在を報告している。 Fig. 40d'こ得られた結果を示す。直接的ゾーン泳
動モードでは、 20.6 分および 22.9 分はそれぞれ [N-l] および[N-2] のピークに相当し
た。 24.2 分にはフコース残基を有する 3本鎖 [N-13日AGP-12C(Tri)(M3G3GNsFl))、
さらに 25.3 分と 26.2 分には 4本鎖 ([N-14] (AGP-13C(Tetra)(M3G4GN6)) および































> [N-25] (RNB-8M(M6 
GN2)) > [N-28] (RNB-
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b AP PA-Glc 
20-26 
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PA-Glc 
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17-21 
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Migratlon time (mln) 
:Fig. 41. Analysis of PA derivatives of bigh-mannose-type 
oJigosaccharides from bovine ribonuclease B (a), yeast inverｭ
tase (b) 加d porcine thyroglobulin (c). Analytical conditions 
as in Fig. 39. Peak assignment: 14 = [N-17 ], 15 = [N・ 18] ， 16 
= [N-24], 17 = [N-25 ], 18 = [N・26] ， 19 = [N-28] , 20 = [N-29] , 
21 = [N・30]， 22 = [N・31 ]， 23 = [N-32J , 24 = [N・33J ， 25 = [N-
34] , 26 = [N-35]. Other numbers of 山e peaks 訂e 出e s組leas 
in Fig. 40. 
97 
(RNB-9M(M7GN2)) > [N-30] (RNB-11M(M9 GN2)) と推定した。直接的ゾーン泳動










41cに示す。この糖タンパク質には、一連の高マンノース型糖鎖 ([N-24] -[N・25] ・ [N-





















移動度を用いて PA 化イソマルトオクタオースの相対標準偏差 (n= 10) を求めた。その
結果、直接的ゾーン泳動モードでは 0.86% 、ホウ酸錯体としてのゾーン泳動モードでは
1.03% と低下した。さらにグルコースーPA を内部標準としてこれに対する移動度の相対
値を求めたところ、相対標準偏差 (n = 10) は直接的ゾーン泳動モードで 0.80% 、ホウ
酸錯体としてのゾーン泳動モードでは 0.50% とさらに低い値を与えた。なお、それぞれ
のモードにおける相対移動度(Rm)p および(Rm)b は次式で与えられる。
(ぬn)p= tpA-GIcI t [5] 










CalcuLated Relative Mobilities of PA Derivatives of Various Oligosaccharides 
Obtained from Glycoproteins 
() J i gosacchari des (Rm)b (Rm)p Oligosaccharides (Rm)b (Rm)p 
Complex type 
ー 1 TIU<-9C(DiJ(M3G2GN4) 0.64 0.24 N-26 RNB-9M(M7GN2) 0.81 0.26 
-2 TRF-II C(丁目)(M3Ci 3GNS)-b 0.67 0.21 N-28 RNB-I0M(M8GN2) 0.81 0.24 
-4 FET-IICγfri)(M3G3<JN 5 )-a 。 6<) υ.21 N-29 INV -1 OM(M8GN2) 0.80 0.24 
N-7 lC?G-1 OC(l)i)(M3(]2UN4FI ) 0.63 0.22 N-30 RNB-l1 M(M9GN2) 0.81 0.22 
-8 IGG-9じ(Di)(M3UI GN4FI) 0.58 0.24 N-31 INV-IIM(M9GN2) 0.80 0.23 
-<.J IGG-8C(Di)(M3G I N4FI ) 0.66 0.21 N-32 INV-12M(M!OGN2) 0.80 0.21 
N-IO IGG-I C(Di)(M3G2GN5FI) 0.66 0.21 N-33 INV-13M(MIlGN2) 0.80 0.20 
N・ 1I IGG・ I OC(Di)(M3GIGN5Fl) 0.62 0.22 N-34 INV-I5M(M13GN2) 0.80 0.18 
-12 lGG-9CCDi)(M3GN5Fl) 0.58 0.24 N-35 INV-16M(MI4GN2) 0.80 0.17 
N・ 13 AGP-12C(Tri)(M3G3GN5Fl) 0.62 0.20 Hybrid type 
-14 AGP-13CCfetra)(M3G4GN? 0.68 0.18 N-36 OVA-8H(M4GN4) 0.56 0.29 
N-15 AGP-14C(Tetra)(M3G4GN?l) 0.66 0.18 N-37 OVA-9H(M4GN5) 0.63 0.26 
N・ 1 6 AGP・ 1 5C(Tetra)(M3G5GN7) 0.77 0.16 N-38 OVA-9H(M5GN4) 0.69 0.26 
N-J 7 lGB-IC(Di)(M3G3GN4FI) 0.67 0.22 N-39 OVA-I0H(M4GIGN5) 0.66 0.24 
N・ 1 8 1・G B・ 1 2C'(Tri)(M3G3GN5FI) 0.63 0.19 N-40 OVA-lOH(M5GN5) 0.73 0.24 
High-mannose り'pe N-39 OVA-IIH(M5GIGN5) 0.73 0.23 
ー24 RNB-7M(M5GN2) 0.81 0.32 
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Fig. 42. Two-dimensional map of PA-oligosaccharides derived from various glycoproteins. Anaｭ
lytical conditions as in Fig. 39. Calculation of (Rm)p and (Rm)b values are identified in formula 
[5] and [6]. The numbers on plots are corresponding to 出epeak numbers in Fig. 40 and Fig. 41 
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第4章のまとめ
































































Scottキヤピラリーカラム(0.28 mm i.d. , 50 m)の内壁にシリコン系のSF-96を塗布した















チオールートリフルオロ酢酸(2: 1, v/v , 20μ1)を加え、 250Cで 10分間放置した。次いで、
ピリジン(50μ1)、ヘキサメチルジシラザン(100μ1)およびクロロトリメチルシラン(50
μ1)を加え、 500Cで30分間反応させた。ヘキソサミン類はそのままではGC分析が困難な
ため、脱アミノ化73) した後、同様に誘導体化した。すなわち、残澄に0.1 M 亜硝酸バリ




ウシ顎下腺ムチン(タイプ II) 、ウシ胎児血清フエヅイン(タイプ lII) 、ニワトリ由来
オパルプミン(タイプV) 、ヒト血清トランスフェリンおよびヒト α]-酸性糖タンパク質







Capcell Pak C18カラム(4.6mm i.d. , 25 cm，資生堂、東京都中央区銀座)を用い、移動
相にはアセトニトリルとリン酸緩衝液の混合液を使用した。紫外部吸収スペクトル、質
量分析およびNMR測定 紫外部吸収スペクトルは目立557型分光光度計を用いて測定し
た。 FAB-MSスペクトルの測定にはJEOL HX-IOO 型を使用した。マトリックスにはグ
107 
リセリンを使用し、試料を 10%グリセリンに溶解したのち2μl相当を分析した。 Xeビー
ムの初期エネルギーは6 kV、走査はm々 2000 まで 10秒で行ったo 分子量マーカーには
Ultra-mark(PCR Research Chcmica1s, FL, USA) を使用した。 lH-NMRスペクトル
はlEOL GSX-500型装置を使用し、 6秒周期の90度パルスを照射するモードで測定した。
nC-NMRスペクトルは同じ装置を用い、 125 MHzで測定した。
グルコース・2PMP誘導体の調製:グルコース (1HO mg; 1 mmol)を0.3M水酸化ナトリ
ウム(10 ml)に溶解し、さらに0.5 M PMP-メタノール溶液(10 ml)を加えて700Cで2時間
加温した。薄層クロマトグラフィー (Merck， Silica gel Si60，クロロホルムーメタノール
ー水(40: ] 0:1 ))において試薬(RfO.91)の他に、紫外部吸収を示すスポットがRfO.44に観
察された。そこで、反応物を中和して乾回した後、 10 mlの水に溶解し、過剰の試薬をク
ロロホルムで抽出したのち、シリカゲルカラムクロマトグラフィー(1 cm i.d. , 45 cm)に
より精製したo Rf 0.44の物質の収率は86%であった。 λmax: 245 nm (ε= 29，400) エタ
ノール中。 lH-NMR (CD30D) , 8 (ppm): 2.37 , 2.36 (各3H ， S, -CH3) , 3.59 (lH, dd, J 
= 5.6, 10.7 Hz, glc H-6') , 3.67 (1H, ddd, J = 3.6, 5.9, 7.0 Hz, glc H-5) , 3.75 ......, 3.69 
(3H , c, glc H-3 , H-4, H-6) , 4.05 (1 H, d, J = 9.6 Hz, glc H-1) , 4.67 (1 H, d, J = 9.6 
Hz, glc H-2) , 7.33 (2 x 1H, t-like , J = 8.0 Hz, phenyl H-4) , 7.46 (2 x 2H, t-like , J 
= X.O Hz, phenyl H-2 , H-6) , 7.63 (2 x 2H, dd , J = 7.9 and 1.2 Hz, phenyl H-3 , H-
5)0 l3C-NMR (CD30D) , 8 (ppm): 11.3, 11.1 (q, -CH3) , 34.1 (d, glc C-1) , 64.5 (t, 
glc C-6) , 70.1 (d , glc C-5) , 72.8 (d, glc C-2) , 73.4 (d, glc C-4) , 75.9 (d, glc C-3) , 
123.6, 123.H (d, phenyl C-2 , C-6) , 128.6, 128.8 (d, phenyl C-4) , 130.3, 130.4 (d, 
phcnyl C-3 , Cδ) ， 136.6, 136.9 (s, phenyl C-1) , 159.8, 160.1 (s, pyrazol C-5', C-5") , 
104Js, 105.7, 148.1 , 148.5 (s, pyrazol C-3' , C-4' , C-3", C-4"，未帰属)。負イオン
FAB-MS: m/z 509 (= [M -1]-)。
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糖タンパク質の加水分解:アルドース 糖タンパク質 (50 -200 ドg) を小ガラスアンプ
ルにとり 2M トリフルオロ酢酸(200μ1)を加え、窒素雰囲気下、 6 時間沸膿水浴上で加
熱した。冷後、アンプルを開管して乾固したのち、Amberlitc CG-120 および













のものを使用した。 ウシ顎下腺ムチン(タイプI. II) 、ウシ胎児血清フェツイン(タイ
プ III) 、ウシ血清αト酸性糖タンパク質 CCohn分画 IV) 、ニワトリ由来オパルプミン
(タイプv) およびヒト血清トランスフェリンはSigmaより購入した。 Clostridium







A型紫外部検出器(280 nm 波長固定)。カラム充填剤には昭和電工製Shodex DC-613 
(H+ 型)を用い、 2M 塩酸に懸濁し、 80--900Cで数時間加湿して再生したのち水で洗浄
し、ステンレス製カラム(4.6 mm i.d. , 25 cm)に 100--150 kglcm2 の圧力をかけて水で
充填した。充填後、カラムに水を0.3 mllminの流速で送液したのち、次第にアセトニト
リル含量を上げて、最終的に92%アセトニトリルで置換した。カラムからの溶出液にY
字型混合ジョイントを介して、 0.5M ホウ酸緩衝液(pH 8.5) と 1% 2・シアノアセタミド
水溶液を0.5 rnllminの流速で混合し、 1000Cの恒温僧内に設けたテフロン製反応コイル




pH 7.0(800μ1)に溶解し、ノイラミニダーゼ(0.5 U) とN-アセチルノイラミン酸ピルビン






は内径 50μm のフューズドシリカ管 (Scientific G1ass Engineering , Me1bourne , 
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り落差法(5 cm , 5 sec)で行った。
【第3章第 1節】
試薬および標品: 4-メトキシフェニルヒドラジン・塩酸塩および無水ヒドラジンは
Aldrich (Mi1waukee, WS)より入手した。糖鎖オリゴ糖標品のうち、 TF [N-3 ], ASｭ
TF [N-l ], AS-FET4 [N-4], AS-FET3 [N-2] , 363-SA-Tri [N-5J, 366-SA-Tri [N-
6]) はDionex (Sunnyvale, CA)より入手した。イソマルトオリゴ糖は Yamashita ら 58)
の方法に準じてデキストランを希塩酸で部分加水分解して調製した。 N-アセチルノイラ
ミンラクトース、ヒト血清トランスフェリン、ウシリボヌクレアーゼBはSigmaより購入
した。ウシ由来フェツインはGIBCO (Grand Is1and, NY)から購入した。プタ由来チロ
グロプリンはUiとTarutaniの方法74)に従って新鮮な甲状腺より調製した。グリコペプチ





および島津SPD-6A紫外部検出器。カラムにはCapcell Pak C 18を使用した。移動相には




HPIC-AG6ガードカラム (4 mm i.d. , 5 cm) と HPIC-AS6分析カラム (4 mm i.d. , 25 
cm)を用いた。検出は金電極を装着したトリプルパルスアンペロメーター(PAD)を以下
の設定で使用した。 EI = 0.05 V (600 ms) , E2 = 0.6 V (120 ms) , E3 = -0.8 V 
(420ms)o 濃度勾配溶出にはDionexグラジエントポンプ(GPW) を使用した。移動相に
は0.1 M水酸化ナトリウムを含むoから 0.5 M酢酸ナトリウムの直線濃度勾配をかけて溶
出した。紫外部吸収スペクトル、質量分析およびNMR測定 第 l章第2節と同様。
糠タンパク質のトリプシンおよびサーモライシン先見75) :糖タンパク質(1 g) を 10 mlの
0.2 M トリス一塩酸緩衝液 (pH 8.2) に溶解したのち、 8M グアニジン一塩酸および
0.18 M ジチオスレイトールを含む同緩衝液 (20 ml)を加え、室温で 30 min 放置し、さ
らに 8M グアニジン一塩酸および 0.18 M ヨードアセトアミドを含む同緩衝液(10 ml) 
を加え暗所で 30 min 放置した。反応液は透析チューブ中に損失なく移し、水で4 0Cで
24 hr透析したのち、凍結乾燥した。得られた残澄は 10 mg のトリプシンおよび2mM
塩化カルシウムを含む同緩衝液 (50 ml) に溶解し、 370Cで 24 hr インキユベートした。
サーモライシン処理も同様に行ったが、反応条件を 700C ， 4 hr とした。反応液は凍結乾
燥したのち、 Scphadex G-25 および G-50 カラムクロマトグラフィーによりフェノール
ー硫酸陽性画分を集めた。
グリコペプチダーゼAを用いた瀦ペプチドの消化:シアル酸を含む糖ペプチドからのオ
リゴ糖の調製は Tak油ashi ら 76)の方法に準じてグリコペプチダーゼAを用いて行った。
糖ペプチド試料(約100μg) を 20μl の 0.1 Mクエン酸ーリン酸緩衝液 (pH 5.5)に溶









合物をAmberlite CG-120(H+型; 3 ml)のカラムに通し、分析用試料とした。
PMPMP の調製 :PMPMP は Koike50)の方法を改良して合成した。すなわち、 4-メト
キシフェニルヒドラジン塩酸塩 (5.6 g , 32 mmol) のエタノール溶液(40 ml)に、酢酸ナ
トリウム・ 3水和物 (5.45 g, 40 mmol) とアセト酢酸エチル (4.16 g, 32 mmol) を加え
て2時間環流した。冷後、溶媒を減圧下留去し、得られた粗成績体をシリカゲル(150 g, 
Merck Silica gel 60)クロマトグラフィー[ベンゼンー酢酸エチル(4: 1)]後、メタノール
から再結晶して無色の針状結晶(収率: 36%)を得た。入max:249 nm (ε=18 ，500)メタノー
ル中。 lH-NMR(CDCb) ﾖ (ppm): 2.16 (3H, S, -CH3) , 3.40 (2H, s, pyrazolone -
CHz-), 3.79 (3H, S, -OCH3), 6.90 (2H, m, phenyl H-3 , H-5) , 7.72 (2H, m, phcnyl 
H-2 H-6) 0 13C-NMR(CDCb) ﾖ (ppm): 16.8 (q , -CH3) , 42.9 (t, pyrazolone C-4), 
55.4 (q, -OCH3) , 113.9, 123.3 (各d， phenyl C-2, C・6 and C-3 , C-5) , 13 1.3, 157.7, 
157.9 (各s， phenyl C-1 , C-4 and pyrazolone C-3，未帰属)， 170.3 (s, pyrazolone C-5)o 
bグルコースのPMPMP誘導体の調製: グルコース(90 mg, 0.5 mole)を0.3M水酸化
ナトリウム溶液(5 ml)に溶かし、この溶液に 0.5 M PMPMPメタノール溶液を加え、
700Cで20分間反応させた。反応混合物のTLC(Silicagel 60 F254 、展開溶媒:クロロホ
ルムーメタノールー水==40:10: 1)においては試薬 (RfO.92) のスポットのほかに、生成
113 
物由来の単一スポット (RfO.58) を与えた。反応液に0.3M 塩酸(5 m1)を加えて中和し、
水飽和酢酸エチルで反応物中の過剰の試薬を取り除いたのち、水層を乾回した。残澄は
メタノールー水系より再結晶したところ、微粉末結晶(収率93.00/0、 265 mg)を得た。化
合物の物性は次の通り。 λmax = 249 nm (ε=36，300) メタノール中。 lH-NMR
(CD30D) , ﾕ (ppm): 2.29 (2 x 3H，各S， -CH3), 3.55""'3.76 (5H, c, glc H-3 , H-4, H-5 , 
H-6, H-6') , 3.80 (2 x 3H，各S， -OCH3), 4.00 (1H, d, J = 9.4 Hz, glc H- l), 4.66 (1 H, 
dd, J = 9.4 and 1.1 Hz, glc H-2) , 6.98 (2 x 2H，各dd， J = 9.1 and 4.6 Hz, pheny1 H-
2, H-6) , 7.48 (2 x 2H，各dd，J = 9.1および7.3 Hz, pheny1 H-3 , H-5)。
オリゴ精のPMPMP欝導体化:グリコペプチダーゼ消化やヒドラジン分解により得られ
たオリゴ糖は、以下の方法にしたがって誘導体化した。なお、試料は酵素の除去や脱塩
操作をせずにそのまま使用した。糖試料 (0.5 -5 nmol) をスクリユーキャップ付きポリ
プロピレンチューブ(1.5 ml容量)中で凍結乾燥した。これに0.3M水酸化ナトリウム(20





ない場合は 300 pmo1 程度で十分分析が可能であった。
NeuAc・LacのPMPMP誘導体の安定性: NeuAc-Lac-2PMPMP(10 nmo1)を 100 mM 





はPronase Pで処理した後、 Sephadcx G-25カラム (1 cm i.d. , 30 cm) にかけ、水で溶
出し、 11"'"15 ml に相当する画分を集めて乾固した。残漬は少量の水に溶解し、 DEAE-
Sephadex A-25 (US mm i.d. , 8 cm)を用いて Fukuda と Egami の方法78) に準じて、 i
mMピリジン-2mM酢酸から50mM ピリジンー 100 mM酢酸(各100 ml) の直線濃度
勾配により中性、シアル酸を 1 残基および2残基含む糖ペプチドに分画した。各分画は
濃縮後、 Sephadex G-25 カラムにかけて脱塩した。
【第3章第2節】
試薬および標品:無水ヒドラジンはAldrich より入手した。ウシ顎下腺ムチンは
Tettamanti と Pigmanの方法79)に従って調製した。プタ由来チログロプリンはUi と
Tarutaniの方法74)に従って新鮮な甲状腺より調製した。赤血球ゴーストはプタ血液より
Dodge ら 80)の方法に準じて調製した。タチナタマメ由来のαーマンノシダーゼ、 α ーガラ
クトシダーゼおよびβ -N-アセチルヘキソサミニダーゼは生化学工業より入手した。
Streptomyces griseus 由来のPronase Pは Behringer (Manheim , FRG) より入手した。
その他の試薬および溶媒は全て市販の特級品あるいはそれ以上の品質のものを使用した。




分溶液を 1M 塩酸を用いて中和し、 SephadexG-25 カラムを用いて脱塩した。 EA亙­





フィー: 第3章第 1 節と同様。
アルカリーボロハイドライド法による0・グリコシド型績鎖の調製: Iyerと Carlson39)の
方法に準じて、 0.05 M 水酸化ナトリウム -1 M水素化ホウ素ナトリウム中で24時間、
450Cで処理して糖鎖を得た。
【第3章第3節】
試薬および標品: LiChrosorb Diol (粒径5μm) は関東化学より入手した。 Develosil














オパルプミンのPronase姐隠:オパルプミン(100 g)に1.5 gのPronase Pを加えて、 トリ
スー塩酸緩衝液(pH 7.2)中で37 0Cで48時間インキユペートした。消化物をSephadex G-
25カラム (4cm i.d. , 1 m)にかけて、水で溶出し、フェノールー硫酸反応陽性の画分を集
め、凍結乾燥して粗糖ペプチドを得た。
オパルプミン由来績ペプチドのDowex 50W x 2カラムクロマトグラフィー: Dowex 
50Wx 2を充填したカラム(2.6 cm i.d. , 150 cm)を用いて、 1mM 酢酸ナトリウム(pH
6.5)で溶出することにより、 5 つの画分[分画 1 (1400--1580 ml、 21 mg)、分画 II
(1620--1800 mL 50 mg)、分画 III(1880--2200 ml、 221 mg)、分画N(2300--2700 
ml, 80 mg)、分画V(2820--3220 m1、 60 mg)] を得た。
オパルプミンのDns化精ペプチドの調製:各糖ペプチド画分の一部をTapuhi ら 85)の方法
に準じてDnsイじした。反応物はSephadex 0-25 (1 cm i.d. , 30 cm) にかけ、 25% メタ
ノール水溶液(流速 0.5 mνmin) を使用して精製した。 19分附近に現われるDns化糖ペ






カゲルは0.2M 塩化ナトリウムを含む50mM リン酸緩衝液(pH 7.0)に懸濁して保存し
た。高速液体アフィニティークロマトグラフィーは調製したシリカゲルを上記リン酸緩
衝液を加圧溶媒に用いて、ステンレスカラム (4.6 mm i.d. , 5 cm)に流速3 mllminで充
填した。カラムの空隙容量は水の溶出容積から算出した。 Con A-カラムでは0.64 ml、
WGA-カラムでは0.80 mlであったo カラム内の活性レクチンの量は前端分析59)におけ
る [S] ・ 1.(V -Vo)・ l と [S] ・ 1 (ただし、 rS]は親和性を示す糖の濃度で、 Con A-カラムでは、
メチルー α-マンノシド、 WGA-カラムにはキトピオースを使用した。 vはその溶出容
。)のグラフから算出した。その結果、 Con A-カラムでは689 nmol、 WGA-カラム
では620 nmol となった。またメチルー αーマンノシドーConA の結合定数は 7.2 X 103 
M-l、キトビオース-WGA の結合定数は33 X 103 M-l となった。これらの値はダンシ
ル化糖ペプチドの結合定数の算出におけるK2値として用いた。 又llneroseへのレクチン
の固定化プロムシアンによる活性化を経て行った。すなわち、 50mM 濃度の競合糖を
含む 0.2M 炭酸ナトリウム(pH 7.8)にレクチン(1 5 mg)を溶解させ、プロムシアンで活






オリゴ糖は Yamashita ら 58)の方法に準じてデキストランを希塩酸で部分加水分解して調
製した。オパルプミンは新鮮なニワトリ項目白より Kekwickと Cannanの方法82)に従って




装置: HELC 以下の装置を使用した。 Dionex グラジエントポンプ、Rheodync社製
7125型インジェクター(ループ容量100μ1) 、目立650-10LC型蛍光検出器(セル容量
90μ1) 。逆相系分配クロマトグラフィーにはCosmosìl 5C18-ARの分析用カラム (6 mm 
i.d. , 15 cm) にガードカラム (4.6 mm ì.d. , 5 cm)をつけて使用した。移動相には 100
mM 酢酸ートリエチルアミン(pH 4.0) を使用し、 0 . 1 (ì'c から 0.4% n-プタノール(120
mìn)の濃度勾配溶出を行った。検出波長は励起波長320 nm 蛍光波長 400 nm とした。
HECE 直接的ゾーン泳動モードによるHPCE には、 Bio-Rad (東京都中央区) HPE 
100 型装置を使用した。キャピラリーは Bìo-Rad 製ポリアクリルアミド被覆型キヤピ
ラリー(25μm i.d. , 20 cm) を使用し、 240 nm'こおける吸光度を基に検出した。試料溶
液(1 μ1)をマイクロシリンジを用いて試料槽に注入し、 8 kVの電圧を 30秒間かけて電気
的にキャピラリーに導入した。ホウ酸錯体としてのゾーン泳動モードによるHPCEは手





繍ペプチドのヒドラジン分解77) :第3章第 1 節と同様。







015カラム(1 0 mm i.d. , 50 cm)で分画して過剰の試薬を除去したのち、さらに、 CM-
52(H+型， 2 ml)のカラムに吸着させ、 50mM酢酸アンモニウムで溶出して精製した。
【第4章第2節】
試薬および標品: LiChrosorb NH2 (粒径7μm)は関東化学より入手した。無水ヒドラ
ジンおよびボランージメチルアミン複合体はAldrich より入手した。 2-アミノピリジン
は Nacalai Tesqueより購入したものをヘキサンから3回再結晶して使用した。イソマル













フィーではLiChrocart NH2 (4 mm i.d. , 25 cm)にLiChrosorb-NH2 を充填したガード
カラム (4 mm i.d. , 1 cm) を接続して使用した。移動相には200mM 酢酸ートリエチル
アミン(pH 7.3) とアセトニトリルを使用し、体積比35:65 からの:35 まで 100 分の濃
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定した。 旦ECE 以下の装置を使用した。松定プレシジョンデパイセスHER32 型高電
圧電源装置、日立650-10LC型蛍光検出器、 Sic RE12型データプロセッサ一、キヤピラ
リーにPolymicro Techno1ogies (Phoenix, AZ) 製ポリイミド被覆フューズドシリカ管
(50μm i.d. , 60 cm、有効長30 cm)。直接的ゾーン泳動モードではキャリアーに0.1 呪
ヒドロキシプロピルセルロースを含む100mM リン酸緩衝液(pH 2.5)を使用した。試料
の導入法として落差法と電気的導入法を比較したところ、後者の方がデータが良好で
あった。そこで、試料は電気的に 10 kV. 5 sec で導入することにした。電気泳動は定電
圧モードで20kVを印加して行った。移動度のマーカーには2-アミノピリジンとPA化グ
ルコースを用い、その 10-3 M を水溶液をco-electrophoresis により試料溶液と同時に
導入した。ホウ酸錯体としてのゾーン泳動モードではキャリアーには200mM ホウ酸緩
衝液(pH 10.5)を使用した。試料の導入は10 cm , 10 sec の落差法を用いた。移動度マー
カーにはPA化グルコースを用い 10- 3 M 水溶液をco-e1ectrophoresis により同時に泳動




ダーゼは5mUを使用し、 20μlの0.1 M クエン酸ーリン酸緩衝液(pH 4. 1)中で、ウシ腎
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臓α，フコシダーゼは20mUを使用し、 20μiの0.1 M クエン酸ーリン酸緩衝液(pH 5.0) 
中で、タチナタマメ由来β-N-アセチルヘキソサミニダーゼは20 mUを使用し、 0.1 M 
クエン酸ーリン酸緩衝液 (pH 5.0) 中でそれぞれ反応をかけた。 Arthrobacter
ureafaciens ノイラミニダーゼは 10 mUを使用し、 30μlの40mM クエン酸ーリン酸緩
衝液(pH 5.0) 中で 37 0C、 5時間反応させたo コーヒー豆由来αーガラクトシダーゼは 10
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